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La présente Addition est relative 3 de nouveaux réactifs
biologiques constitués par les produits de couplage résultant de
la fixation chimique de glycoprotéines biologiquement actives, sur
des supports solides, insolubles, porteurs de chalines latérales
comportant au méins un -NH, réactif,

Le Brevet principal a pour objet, en particulier, des
réactifs biologigues dont le constituant actif est un produit ob-~
tenu par couplage d'un composé organique comportant un résidu
glucidique, avec un support solide, insoluble, comportant au moins
un NI, réactif, en particulier au moins un groupement -NH2 ter-~
minal réactif, ce couplage ayant été réalisé par fixation du com-
posé organique par 1'interm&diaire de son résidu glucidique dont
au moins une fonction alcool primaire a &té préalablement modifiée
par oxydation en fonction aldéhyde, aux groupement -NH2 portés
par une chaine latérale fix&e sur ledit support.

Le support solide insoluble sur lequel est fixé chimi~
quement le composé organique comportant un résidu glucidigque, est
constitué par un polymére pris dans le groupe qui comprend les
latex porteurs de chaines latérales aliphatiques ou aromatiques
dont le groupement terminal est un groupement —NH2 ou ~NH-NH,, le-~
quel support se présente avantageusement sous forme de billes et/
ou de microbilles, le polymére étant avantageusement choisi parmi
les polystyrénes carboxylés et les polyméres de poly(styr2ne/buta-
diene) carboxylés porteurs de chaines latérales fixées par liaisons
de covalence sur le polymére et avantageusement constituées par
une diamine ou une diamine substituée ou par une hydrazine alipha~
tigque ou aromatique, notamment de chalnes latérales d'hexaméthyleée-

nediamine et/ou de p-hydrazinobenzoate.

Le composé organique comportant un résidu glucidique

fixé sur un tel support, conformément au Brevet principal, est
choisi dans le groupe qui comprend les glycoprotéines, les poly-
saccharides et les glycolipides, les glycoprotéines étant avanta-
geusement choisies parmi les anticorps, les antigénes, les enzymes
et les hormones, comportant un résidu glucidique.

lLes réactifs biologiques gui font 1l'objet du Brevet
principal sont essentiellement des réactifs bioclogigues pour le
sérodiagnostic 4'états pathologiques particuliers, et notamment
de diverses maladies virales.

Conformément 3 la Premiére Addition, les supports solides
insolubles sont, outre les polyméres susdits, également des billes
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de gel d'agarose ou de dextrane ou des billes de verre activées,
et les chaines latérales qu'ils portent résultent du couplage
sur une amine ou une polyamine, aliphatique ou aromatique, por-
tant un groupement -Nﬂé terminal, telle que diamine, polyamine,
acide aminé, d'un composé azoté choisi parmi les amines alipha~-
tiques ou aromatiques et/ou les hydrazines aliphatiques ou aro-
matiques, ou un acide aminé comportant un groupement ~SH et un
groupement -NH, susceptibles de former un hétérocycle, notamment
un dérivé thiazolidine, en présence des fonctions aldéhyde du
composé organique fixé sur ledit support.

Conformément & la Deuxiéme Addition, le composé azoté
couplé sur une amine ou une polyamine aliphatique ou aromatique,
pour former une chaine latérale portée par le support solide,
est choisi parmi les colorants basiques, permettant ainsi la
préparation de réactifs biologiques colorés gréice auxguels il
est possible de mettre en évidence des réactions immunologigues
(avec des antigénes ou des anticorps en particulier) par réac-—
tion directe, notamment dans les réactions d'agglutination , dont
la lecture des résultats se trouve ainsi grandement facilitée.

Les réactifs de diagnostic obtenus conformément au
Brevet principal et aux Premiére et Deuxiéme Addition, présentent
des qualités de sensibilité, de précision et de stabilité que
ne présentent pas les réactifs de diagnostic proposés conformé-
ment & 1'Art antérieur.

La présente Addition a pour objet des réactifs biologi-
gues pour le diagnostic de diverses maladies ou d'états patholo-
giques particuliers, caractérisés par le couplage d*anticorps
spécifiques 3 l'égard d'antigénes correspondant a des états pa-
thologiques déterminés, lesqguels anticorps appartiennent au
groupe des glycoprotéines, sur un support solide, insoluble,
choisi dans un groupe qui comprend des polyméres, en particulier
du groupe des latex, des gels de dextrane ou d'agarose, du verre
activé, avantageusement sous forme de billes ou de microbilles,
lequel support porte des chaines latérales essentiellement for-
mées par fixation par liaisons de covalence,d'amines, de poly-
amines, de diacides, d'acides aminés, d'hydrazines (aliphatiques
ou aromatigues) comportant éventuellement une fonction acide, et
éventuellement elles-mémes couplées au moins par l'intermé&diaire
de leur -NH, réactif, avec un composé azoté choisi parmi les
amines aliphatiques ou aromatiques, les hydrazines aliphatiques
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ou aromatiques, ou les acides aminés comportant é&ventuellement
conjointement un groupement ~-SH et un groupement -NH2 et suscep-
tibles de former un hétérocycle en présence du groupement -CHO
de l'anticorps fixé sur ledit support.

Conformément a la présente Addition, l'anticorps fixé
sur le support substitué susdit, appartient & un groupe qui com-
prend les virus, les anticorps antigammablobulines, les gamma-
globulines, les hormones comportant un résidu glucidique.

Conformément & la présente Addition, l'anticorps fixé
est un anticorps marqué au tritium ou au 14C.

Selon un mode de réalisation préféré de 1'invention,
ltanticorps fixé choisi parmi les virus, est un virus purifié de
la rougeole, de la rubéole, de la maladie de Carré, de la grippe,
ou un virus cytomégaligue, oxydés pour comporter au moins une
fonction aldéhyde.

Selon un autre mode de réalisation préféré de 1l*inven-—
tion, l'anticorps choisi parmi les gammaglobulines, est essen-
tiellement constitué par des gammaglobulines anti-produits de
dégradation du fibrinog&ne,oxydées pour comporter au moins une
fonction aldéhyde.

Selon encore un autre mode de réalisation préféré de
ltinvention, l'anticorps choisi parmi les hormones comportant un
résidu glucidique, est essentiellement constitué par de la gona~
dotrophine chorionique humaine oxydée pour comporter au moins
une fonction aldéhyde.

Outre les dispositions qui précédent, 1'invention com-~
prend encore d'autres dispositions qui ressortiront de la des-
cription qui va suivre,

L'invention vise plus particulidrement les réactifs
biologiques de diagnostic de diverses maladies ou d'états patho-
logiques particuliers, conformes aux dispositions qui précédent,
ainsi gue les moyens propres a la préparation de ces réactifs
et les moyens, milieux, tests, etc... mettant ces réactifs en
oeuvre pour la réalisation de tests de diagnostic.

L'invention pourra &tre mieux comprise a 1'aide du
complément de description qui va suivre, qui comprend des exem-
ples de préparation des réactifs biologigques conformes a la
présente Addition, ainsi gque des exemples de mise en oceuvre de
ces réactifs dans des tests de diagnostic.

I1 doit 8tre bien entendu, toutefois, que ces exemples
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=

sont donnés uniquement & titre d'illustration de 1'cbjet de 1'in-

vention, dont ils ne constituent en aucune maniére une limitation,

EXEMPLES

I - EXEMPLES DE PREPARATION DE REACTIFS DE DIARIOSTIC CONFORMES A LA PRESENTE

ADDITION

EXEMPLE 1 ~ Préparation d'un yéactif de diagnostic "Estapor“—anticorps.

B)

c)

La fixation sur les billes de latex d'une chaine la-
térale portant des groupements —NHﬁ terminaux et la
fixation sur cette chalne d'un acide aminé comportant
un groupement -SH, sont effectuées comme décrit a
1'Exemple 2.A. ci-dessous.
Oxydation_chimique_des_gammaglobulines

A 60 mg 4'immunogammaglobulines de cheval en solution
dans 2 ml de tampon phosphate 0,1M, pH 6, 1l'on ajoute
0,2 ml de NaIO4 0,15M soluble dans l'eau.

Le mélange est laissé & 4°C & l'abri de 1la lumiére
pendant 3 heures, au bout desquelles on arr&te 1l'ac-
tion du Nan4 par addition de glycérol & O,15M final.
Aprés 30 minutes & 4°C, les produits de la réaction
sont dialysés pendant 18 heures a 4°C avec plusieurs
changements contre du tampon phosphate 0,1M, pH 6.
Couplage_des_gammaglobulines oxydées, sur_1l'“Estapor”-

SH obtenu au_cours_du_stade A

A 2 mg d'""Estapor“"-SH, on ajoute 1 mg de gammaglobu~
lines oxydées comme décrit au stade B ci-dessus. Aprés
30 minutes de contact & 4°C, on observe la floculation
de particules d'"Estapor”~SH par formation de thiazo-
lidines. Cette floculation ne se produit ni avec
1'"Estapor"—NH2, ni avec 1*"Estapor"-SH sur lequel ont
été fixées des gammaglobulines non oxydées.

EXEMPLE 2 - Préparati d'un réactif de diagnostic de la rougeole

a)

constitué par le produit de la réaction d'un support
substitué, avec le virus dxydé de la rougeole.

Préparation_du_support_substitué
a) fixation d'une chaine latérale portant des groupe-

ments -NH, terminaux, constituée par une diamine,
sur un support insoluble.

A 12 mg d'“Estapor PSI68“ (marque déposée par
RHONE-PROGIL pour désigner un polystyréne carboxy-
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1lé sphérique et calibré de diamétre de l'ordre de

0,22 n) comportant des groupements —COOH libres, en sus-
pension dans du tampon borate de composition O, 14M
NacCl-0O,01M borate-HCl, pH 8,1 (BBS), on ajoute 80 pmoles
d'hexaméthylénediamine (HMD). Le mélange est agité a
20°C pendant 3 heures en présence de 0,02M d'1 éthyl 3-
(3—diméthylaminopropyl—-carbodiimide) chlorhydrate (EDC).
Au bout de ce temps, la suspension est dialysée contre

~

le tampon BBS jusqu'a ce que sa D.O. a 230 nm soit éga-

le & zéro. L'on obtient un support en "Estapor" carbo-

xXylé-hexaméthylénediamine ("Estapor"-HMD).

b) fixation d'un acide aminé comportant un groupement
~SH sur le support 4*"Estapor"-~HMD obtenu en a).
A 2 mg 4d'"Estapor"~HMD en suspension dans du tampon
phosphate pH 6,5, on ajoute 6 umoles de aystéine
chlorhydrate de formule HSCHch NH2 COOH, HC1 dissou-
tes dans de l'eau. Le mélange est agité & 20°C pen-
dant 16 heures, en présence de 0,05M A'EDC. Au bout
de ce temps, les sphéres d4'"Estapor" sur lesquelles
est fixée la cystéine, sont lavées sur filtre Milli-
pore 0,22 n pour éliminer l'excés de cystéine et les
produits de la réaction. Les sphéres modifiées de la
sorte sont remises en suspension dans 2 ml de tampon
phosphate pH 6,5.

A 5 ml d'une préparation antigénigue de virus de la rou-

geole contenant 16 mg de protéine, on a ajouté 0,5 ml de

NaIo, 0,15M dans du tampon phosphate de sodium O,1M a

PH 6. Ce mélange est laissé a 4°C a l'abri de la lumie-

re pendant 3 heures.

L'on ajoute ensuite 0,5 ml de Na,SO, O,15M afin d'arré-

ter l'action du NaIo,.

Aprés 30 minutes a 4°C, le mélange est dialysé pendant

a

18 heures & 4°C afin d*éliminer l'excés de produits

2573

d'oxydation.

=SH

A 20 mg d'"Estapor"-SH obtenu au stade Ab) ci-dessus, en
suspension dans du tampon phosphate 0,1M, pH 6,0, on
ajoute 10 mg de virus de la rougeole oxydé comme décrit
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en B ci-dessus.
Le mélange est soumis a agitation & 4°C, pendant 18 heu-

~

res. Il est ensuite centrifugé a& 6000 g pendant 60 minu-
tes. Le surnageant est recueilli et le culot est lavé &

5 deux reprises par du tampon phosphate, pH 6,0.
Le dosage des protéines subsistant dans le surnageant per-
met de déterminer gqu'il y a 130 ug de protéines virales
fixées par mg d'"Estapor"-SH.

EXEMPLE 3 - Préparation d'un réactif de diagnostic de la maladie

10 de Carré, constitué par le produit de la réaction dfun

support substitué, avec le virus oxydé de la maladie
de Carré.

La préparation de ce réactif de diagnostic est effectuée
en procédant comme décrit 3 1'Exemple 2 ci-dessus, le vi-
15 rus de la rougeole étant toutefois remplacé par le virus
de la maladie de Carré.
EXEMPLE 4 - Préparation d'un réactif de diagnostic sphéres de la-

tex-virus de la grippe.
La technigue mise en oeuvre pour la préparation de ce ré-

20 actif est celle décrite 3 l1'Exemple 2 ci-dessus, le virus
de la rougeole étant toutefois remplacé par des virus de
grippe.

EXEMPLE 5 - Préparation d'un réactif de diagnostic sphéres de

latex-virus de la rubéole.

25 On utilise, pour préparer ce réactif, la méme technique
que celle décrite 3 1'Exemple 2 pour la préparation du
réactif de diagnostic de la rougeole, en remplagant tou-~
tefois, le virus de la rougeole par le virus de la
rubéole.

30 EXEMPLE 6 - Préparation d'un réactif de diagnostic sphéres de
latex~virus cytomégaligue.

L'on utilise, pour préparer ce réactif, la m&me technique

que celle décrite a 1'Exemple 2, en remplagant toutefois

le virus de la rougeole par le virus cytomégaligue.
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EXEMPLE 7 —- Préparation d'un réactif de diagnostic "Estapor'-~

gonadotrophine chorionigque humaine (GCH)

A) Préparation d'"Estapor" substitué

La fixation sur les billes de latex, d'une chaine
latérale portant des 6NH§ réactifs et la fixation
sur cette chaine d'un acide aminé comportant un grou-
pement -SH sont effectuées comme décrit a 1'Exemple
2-A. ci-dessus.

B) Préparation_de_la_gonadotrophine chorionique humaine

p=petoest ~futpmiumfing —— e e el

oxydée

A 60 mg de GCH en solution dans 2 ml de O0,1M de tam-
pon phosphate pH 6, 1'on ajoute 0,2 ml de 0,15M de
Na]:_o4 soluble dans l'eau.

Le mélange est laissé a 4°C a l'abri de la lumiére
pendant 3 heures, puis dialysé contre le tampon 0,14M
NaCl-0,1M Po4 pH 6 pendant 1 heure, avec trois chan-
gements,

C) Couplage d'"Estapor"-SH & la_gonadotrophine chorio-

nigue
Ce couplage a été réalisé en mettant en oeuvre la
technique décrite dans 1'Exemple 1.C. ci-dessus.

EXEMPLE 8 - Préparation d'un réactif de diagnostic sphéres de

latex-SH-gammagleobulines antiproduits de la déqra-~

dation du fibrinogéne.

e e e e e e - e e e . e o e e s Gy e .

a) fixation d'une chalne latérale sur le support
A 180 mg de sphéres de polystyréne carboxylé
DOW 816 (commercialisées par DOW CHEMICAL CORPO-
RATION), on ajoute 560 mg d'hexaméthylénediamine
(HMD) dans 20 ml final de 0,14M NacCl, O0,01M
horate-HCl, pH 8,1. Du 1-&thyl 3-3 dimé&éthylaminopropyl-
carbodiimide (EDC) est ajouté & une concentration
finale de 0,05M en deux additions successives.
Aprés agitation a 4°C pendant 18 heures, les spheé-
res DOW 816 ont été lavées par trois centrifuga-
tions successives 3 20 000 g pendant 30 minutes
avec le méme tampon et suspendues finalement dans
13 ml du tampon phosphate O,1M pH 6.
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i b) Fixation d'un acide aminé comportant un groupement
—-SH sur le support substitué obtenu en a)

A la suspension de polystyréne carboxylé DOW 816-
HMD obtenue en a) ci-dessus, on a ajouté 18 mg de

‘; 5 cystéine-HCl dissous dans 2 ml de tampon phosphate
i 0,1M pH 6, puis de 1'EDC & une concentration finale
L de O,05M. Aprés 18 heures & 4°C, les sphéres ont été
: été lavées comme décrit en a) ci-dessus.
B) Oxydation chimique des gammaglobulines
10 A 520 pg de gammaglobulines anti-produits de la dégra-
dation du fibrinogéne dans 0,1 ml de BBS, on ajoute
0,1 ml de Nan4 0,03M. Le mélange est laissé a 4°C a
1'abri de la lumidre pendant 3 heures et est ensuite
dialysé contre du BBS pendant 2 heures avec trois
15 changements de tampon.

C) Couplage_des_gammaglobulines-anti-produits de dégra-
dation du_ fibrinogéne (FDP) oxydées aux sphéres de
latex DOW-SH
Ce couplage est réalisé en mettant en oeuvre la tech-

20 nigque décrite & 1'Exemple 1.C ci-dessus, avec cette
exception que le rapport protéines oxydées/sphéres de
latex DOW-SH est de 1 & 20.
Le dosage des protéines restantes dans le surnageant
aprés centrifugation et lavage des sphéres de latex
25 DOW couplées, a permis de constater qu'il y a 30 pg de

gammaglobulines anti-fibrinogéne couplées par mg de
sphéres de latex DOW.
L'on réalise de la mé@me maniére le couplage & des sup-—
ports en sphéres de latex-SH, de gammaglobulines con-
30 tenant des anticorps polyamines, des gammaglobulines
anti IgG humaines, des gammaglobulines anti IgM humai-
nes, des gammaglobulines anti IgG de lapin, des gam-
maglobulines anti IgG de cobaye, etc...
EXEMPLE 9 ~ Préparation de réactifs de diagnostic congtitués par
35 d = e lat substitu u
fixés chimiquement des anticorps marqués au tritium.

A) Marquage_au_tritium :

A 1,5 mg de gammaglobulines de chévre anti-polyamines
dans 2 ml de 0,14M NacCl, O,02M tampon phosphate pH 6,

40 on ajoute 0,65 ml de O,06M NaIO4 en solution dans du
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tampon phosphate pH 6 (concentration finale de Nalo, :
0,015M) .

Ie mélange est laissé & 4°C a 1'abri de la lumiére
pendant 3 heures et est ensuite dialysé contre le tam-
pon 0,14M Nacl, 0,02M phosphate pH 6 pendant 1 heure,
avec trois changementé pour éliminer l'excés de NaIO4
(vérification a 1l‘'aide de papier amidonné-ioduré). A
ce pH, le risque de formation de ponts de Schiff est
amoindri entre les groupements —-CHO réactifs ainsi
formés et les groupements —NH2, soit de la lysine, soit
de groupements N terminaux des protéines.

Le contenu du sac & dialyse est ensuite transféré dans
un tube.

Un excés de NaB3HA cristallin (100 mCi/mMol) en pro-
venance de New England Nuclear est alors ajouté, suivi
d'1 ml de tampon O,1M borate-HCl pH 8,8 (ce changement
de pH favorise la réduction des groupements —-CHO en
-CH20H).

Aprés un temps de contact de 16 heures a 4°C, sous

une hotte bien ventilée, le contenu du tube est trans-
féré dans un sac a dialyse et dialysé jusqu'a ce que
le liquide de dialyse soit exempt de toute radioacti-
vité. L'on obtient ainsi un marquage pour les anti-
corps anti-polyamines de 670 c.p.m. par pg de protéi-~
nes.

Il est &également possible d'augmenter l'activité spé=
cifique des anticorps en procédant de la fagon sui-
vante : &8 1,5 mg de gammaglobulines oxydées, on ajoute
20 pCi d'éthanolamine JH (3,8 Ci/mMol) & pH 8,8 ; les
ponts de Schiff ainsi formés sont ensuite stabilisés
par réduction a 1l'aide de NaB3H# (5 mCi) pendant 18
heures & 4°C. L'excés de NaB3H4 est éliminé par dia-~
lyse. Ceci a permis d'obtenir des gammaglobulines anti-
polyamines ayant une activité spécifique de

1807 c.p.m./ng.

—— e o - —— s o ——— G — — —

-~

La technique mise en oeuvre est celle décrite a 1'Exem-—
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ple 1.C ci-dessus.

L'on obtient ainsi des réactifs dont la stabilité est
trés longue, qui n'émettent pas de rayonnement gamma
(contrairement aux procédés connus qui réalisent le
marquage par iodination des groupements tyrosine sur

la chaine protéique, & l'aide d'iode radioactif) et
dont l'activité biologique est inaltérée.

EXEMPLE 10 - Préparation de réactifs de diagnostic constitués

par des sphéres de latex substituées sur lesquelles
sont fixés chimiquement des anticorps marqués au

14C.
L'on obtient des réactifs portant des anticorps mar-
qués au 14c en procédant comme décrit a 1'Exemple 9,

4 l'exception du fait que l'on utilise, pour le mar-

quage isotopique des anticorps, de l'éthanolamine 14C,
et que l'on procéde a la réduction & 1l'aide de NaB3H4.

I - TESTS VISANT A DEMONTRER L'EFFICACITE DES IMMUNO-REACTIFS

CONFORMES A IA PRESENTE ADDITION.

EXEMPLE

La réaction antigéne-anticorps est effectuée dans les
conditions de température, durée de contact, etc... les
plus appropriées & chague cas particulier. La réaction
positive se manifeste par l'agglutination des billes ou
sphéres. La lecture des résultats se fait en estimant
1'agglutination soit simplement par macroagglutination,
soit par microagglutinations sur plagues alvéolaires.

Il est possible de quantifier la réaction par une lectu-
re néphélométrique directe ou en séparant les complexes
formés soit par filtration, soit par centrifugation et
lecture de la densite optique des sphéres de latex res-—
tantes, ou par mesure de la radioactivité dans le cas de
latex marqués présents sur les filtres ou dans le culot.
A) Tests par macroagglutination sur plagues de verre

11 - Test d'activité agglutinante 4'"Estapor"~-SH-virus

de la rougeole oxydé
Les dilutions d’antisérum ont été effectuées dans le

tampon suivant : 1 % sérum albumine bovine,

0,14M NaCl ; O,01M Trig-HC1l, pH 8,2.
Le réactif latex~virus de la rougeole conforme 2 1'inven-—
tion a été utilisé, dans ce test, & raison de 4 jug/ml.
Les résultats obtenus par macroagglutination du réactif
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conforme & 1l°invention sur plaques de verre sont illus-
trés a la figure { dans laquelle le résultat obtenu avec
le témoin [sérum de lapin anti-vVSV (VSV = Vesicular Sto-~
matitis Virus)] se trouve dans la partie gauche de la
figure, et le résultat obtenu avec le sérum de lapin an-~
ti-rougeole se trouve dans la partie droite de la figure.
Iutinante 4'"Estapor"-SH-virug
de la maladie de Carré oxydé
Ce réactif a été testé dans les conditions rapportées
a 1'Exemple 11 ci-dessus.

Des résultats similaires ont été& obtenus en présence
de sérum de lapin anti-VSV comme témoin, et de sérum de
lapin anti-virus de la maladie de Carré comme essai.

EXEMPLE

EXEMPLE

13 - Test d'activité agglutinante 4'"Estapor"-GCH par
macroagglutination sur plaque

Résultats : la réaction est positive avec un sérum de

lapin anti-GCH dilué jusqu'a 1/160. A cette dilution

1'inhibition de la réaction a été obtenue avec l'urine

de la femme enceinte.

14 - Test d'activité agglutinante du réactif sphéres de
latex DOW~antifibrinogéne par macroagglutination

sur plaques
Les sphéres de DOW anti-FDP ont été mises en suspension

dans le tampon suivant : 1 % sérum albumine bovine,
0,14M NaCl, O,1M Tris-HC1l pH 8,2, 0,0015M azide de soude,
4 raison de 8 mg/ml.

La réaction est positive avec le fibrinogé&ne humain
jusqu'a 4 pg/ml, ainsi que cela ressort de la figure 2

=

annexée, et avec le sérum humain 4dilué a 1/10.

EXEMPLE

15 - Dosage de polvamines dans l'urine par macroaqglu-
tipnation sur plaques de verre

Des billes 4'"Estapor'-polyamine préparées comme décrit
a 1'Exemple 2.A ci-dessus, a l'exception du fait que
1'HMD est remplacée par la spermine, sont mises en sus-
pension dans un tampon contenant 1 % de sérum d'albumi-
ne bovine, 0,14M Nacl, O,1M Tris, pH 8,3, 0,0015M
d'azide de sodium, 3 raison de 4 mg de latex/ml, puis
substituées par des gammaglobulines contenant des anti-
corps antipolyamines, oxydées.

Une agglutination positive a été obtenue avec le sérum
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de chévre antipolyamines dilué au 1/30&me dans ce méme
tampon ; la réaction négative a été obtenue avec ce mé&me
sérum de chévre, avant immunisation.

Dans ces conditions, la réaction positive a &été inhibée
par l'urine de la femme enceinte.

B) Tests par microaggqglutination sur plaques alvéolaires
EXEMPLE 16 - Test de l'activité de microagqlutination de 1'"Esta-~

por*~SH~virus de la rougeole oxydé
Les résultats obtenus sont illustrés a la figure 3 des

dessins annexés, a partir de réactifs obtenus conformé-
ment a4 l'Exemple 2 ci-dessus.

Les dilutions d'antisérum ont été effectuées dans le
tampon suivant : 0,14M NaCl, O,01M borate-HCl, pH 8,1.
A : Sérum de lapin J anti-rougeole préparé sur cellules

Véro ;

B : Sérum de lapin M anti-rougeole préparé sur cellules
Véro ;

C : Sérum de lapin C anti-VSV (VSV = Vesicular Stomatitis

Virus) utilis@ comme témoin.
ILa dilution du sérum est la suivante :

Rangée 1 : 1/10 Rangée 5 : 1/160 Rangée 9 : 1/2560
-~ 2 : 1/20 - 6 : 1/320 - 10 : 1/54120
- 3 : 1/40 - 7 = 1/640 - 11 : 41/10240
- 4 : 1/80 - 8 :-1/1280

Ia rangée 12 ne contient que du tampon.

Le réactif latex-virus de la rougeole conforme & 1l'in-
vention a été utilisé a raison de 675 hg/ml.

La réaction est positive de A; a A et négative de

A7 a A12.

La réaction est positive de By a By et négative de

Bg a By,. La réaction est négative de <4 a Cyp-

Il ressort du test illustré a la figure 3 gque les *trois
témoins Ay,, By,, Cy, sont négatifs et qu'il n'y a pas de
réaction non spécifique avec le sérum C.

La sensibilité de la réaction a été augmentée en soumet-
tant les sphéres de latex~virus de la rougeocle conformes

= ~

34 1'invention 3 un traitement préalakle au tritium X-100
a1 % : avec ce latex-rougeole tritié, la réaction néga-
tive avec le sérum J ne commence qu'a A10 et avec le

sérum M & B6‘ Ia réaction avec le sérum C est totalement
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négative. Cette spécificité de réaction a été contrdlée
par des essais avec latex-Véro (c'est-a~dire un extrait
de cellules Véro utilisées pour préparer le virus de la
rougeole, et couplé au latex dans les conditions décri-
tes & 1'Exemple 2.C. ci-dessus. On n'a observé aucune

réaction entre le réactif latex~Véro et les sérums J, M

et C, ce qui permet de conclure que la réaction avec le

réactif latex-rougeole conforme & 1l'invention est spéci-
fique et d'une trés grande sensibilité.

La_quantification de la réaction de diagnostic peut éga-

lement &tre réalisée par lecture néphélométrique directe,

par lecture de la densité optique ou par mesure de la
radicactivité de latex marqués, comme décrit au Brevet
principal.

Il résulte de ce qui précéde que, quels que soient les
modes de mise en oeuvre, de réalisation et d'application adoptés,
1'on obtient des réactifs biologigques de diagnostic de divers
états pathologiques et maladies, gui présentent une excellente
stabilité et une trés grande sensibilité.

Ainsi que cela ressort de ce qui précéde, la présente
Addition ne se limite nullement a ceux de ses modes de mise en
oecuvre, de réalisation et d'application qui viennent 4'&tre dé-
crits de fagon plus explicite ; elle en embrasse au contraire
toutes les variantes qui peuvent venir a 1l'esprit du technicien
en la matiére,sans s'écarter du cadre, ni de la portée, de la
présente Addition, et elle s'étend en particulier a d'autres
systémes anticorps-antigénes que ceux gui ont été décrits A
titre d'exemples non limitatifs, dans ce qui précéde.
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REVENDICATIONS

1°® - Réactifs biologiquea pour le diagnostic de diver-
ses maladies ou d'états pathologiques particuliers, selon le
Brevet principa}, caractérisgés par le couplage d'anticorps spé-
cifigues & 1'é€gard d'antig&nes correspondant A des états patho-
logiques déterminés, lesquels anticorps appartiennent au groupe
des glycoprotéines, sur un support insoluble choisi dans un
groupe qui comprend des polyméres, en particulier du groupe des
latex, des gels de dextrane ou d'agarose, du verre activé, avan-
tageusement sous forme de billes et/ou de microkilles, lequel sup-
port porte des chalnes latérales essentiellement formées par
fixation par liaisons de covalence, d'amines, de polyamines, de
diacides, d'acides aminés, d'hydrazines (aliphatigues ou aroma-
tigues) comportant &ventuellement une fonction acide et &ventuel-
lement elles-m@mes couplées au moins par 1l'intermédiaire de leur
~NH, réactif, avec un composé azoté choisi parmi les amines ali-
phatiques ou aromatiques, les hydrazines aliphatiques ou aroma-
tiques, ou les acides aminés, comportant éventuellement conjoin-
tement un groupement -SH et un groupement -NH, et susceptibles de
former un hétérocycle en présence de la fonction aldéhyde de
l'anticorps fixé sur ledit support. ’

2° - Réactifs biologiques selon la Revendication 1,
caractérisés en ce que l'anticorps fixé sur le support substitué
susdit, appartient & un groupe qui comprend les virus, les anti-
corps antigammaglobulines, les gammaglobulines, les hormones com-
portant un résidu glucidique.

3° - Réactifs biclogigues selon l1l'une quelcongue des
Revendications 1 ou 2, caractérisés en ce gue l'anticorps fixé
est un anticorps marqué au tritium ou au 14C.

4° - Réactifs biologiques selon l'une qguelconque des
Revendications 1 a 3, caractérisés en ce gue l'anticorps fixé est
constitué par le virus de la rougeole oxydé pour comporter au
moins une fonction aldéhyde.

5° - Réactifs biologiques selon l'une guelcongue des
Revendications 1 A 3, caractérisés en ce gue l'anticorps fixé est
constitué par le virus de la rubsole oxydé pour comporter au
moins une fonction aldéhyde.

6° — Réactifs biologiques s=zlcn l1'une Guelconque des
Revendications 1 & 3, caractérisés en ce gue l'anticorps fixé est




10

15

20

25

30

35

15 2378094

constitué par des virus de grippe oxydés pour comporter au moins
une fonction aldéhyde.

7° - R&actifs biologiques selon 1'une quelconque des
Revendications 1 3 3, caracté8risés en ce que l'anticorps fixé est
constitué par le virus cytomégalique oxydé& pour comporter au moins
une fonction aldé&hyde.

8° - Réactifs biologiques selon 1'une quelconque des Re-
vendications 1 3 3, caractérisés en ce que l'anticorps fixé est
constitué par le virus de la maladie de Carré oxyd& pour comporter
au moins une fonction aldéhyde.

9° -~ Réactifs biologiques selon 1l'une gquelconque des Re-
vendications 1 3 3, caractérisés en ce que l'anticorps est consti-
tu& par des gammaglobulines anti-produits de dégradation du fibri-
nogéne oxydées pour comporter au meoins une fonction ald&hyde.

10° ~ R&actifs biologiques selon 1l'une quelconque des
Revendications 1 3 3, caractéris&s en ce que l'anticorps est cons-
titué par de la gonadotrophine chorionigque humaine oxyd&e pour
comporter au moins une fonction aldéhyde.

11° - Réactifs biologiques selon 1'une quelconque des
Revendications 1 3 10, caractérisés en ce qu'ils sont constitués
par un réactif polystyréne-diamine-—cystéine-anticorps.

12° - Réactifs biologiques selon 1'une quelcongque des
Revendications 1 3 10, caractéris&s en ce qu'ils sont constitués
par un réactif polystyréne-polyamine-anticorps.

13° - Réactifs biologiques selon 1'une quelconque des
Revendications 1 3 10, caract@risés en ce qu'ils sont constitués
par un réactif polystyré&ne-diamine-anticorps.

14° -~ Procsdé de couplage de glycoprotfines,et plus généralement
de camposés organiques camportant un résidu glucidique,sur un support solide
insoluble,pour cbtenir les r&actifs biologiques selon 1'une quelconque des
Revendications 1 3 13,dans legquel au moins une fonction alcool non ré&actiwve
&u résidu qlucidique du composé organique,est oxydfe en fonction aldéhyde,a
1'aide de psriodate de sodium,lequel procgdé est caractérisé en ce que la réac-
tion d'oxydation est réalisée 3 pH 6 environ,l'excds d'agent oxydant &tant &li-
ming 3 la fin de la réaction d'oxydation susdite,par tous moyens appropriés,
tels que notanment, dialyse,filtration,centrifugation ou addition d'un r&actif
chimique capable d'dtre oxyds par ledit agent oxydant,a pH 6 environ,la stabi-
lisation des bases de Schiff formfes &tant réalisfe par addition de NaBH
maintenant des conditions de pH de 1l'ordre de §,8.

4eten
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